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摘要 : 为 优化 八仙 花花 色 苷 提取 条 件 ， 探 究 具 有 不 同 花 色 可 调 性 的 八仙 花花 色 苷 组 分 和 理化 稳定 性 差异 ， 
初步 解释 八仙 花花 色 可 调 性 存在 差异 的 原因 ， 该 文 以 花色 不 可 调 的 ' 蒂 亚 娜 Tijana) “和 花色 可 调 的 ' 拉 维 
t= (Ravi Brent) 八仙 花 (Hydrangea macrophylla) 为 试验 材料 ， 通 过 L。(33) 正 交 试验 确定 了 超声 波 
法 提取 花色 苷 的 最 优 条 件 ， 利 用 UPLC-Q-TOF-MS 法 进行 花色 痛 组 分 的 鉴定 ， 并 且 探 究 了 离 体 条 件 下 温 
度 、 光 照 、 金 属 离子 和 糖 类 对 八仙 花花 色 茸 理化 稳定 性 的 影响 。 结 果 表 明 : (1) 花色 苷 提取 的 最 优 条 件 
是 :“ 蒂 亚 娜 :和 ' 拉 维 布 兰 ' 的 乙醇 浓度 分 别 为 70 %、80 %， 料 液 比 均 为 1 : 20， 提 取 时 间 均 为 20 min。(2) 
二 者 的 主要 花色 苷 组 分 均 为 飞 燕 草 素 -3-O- 葡 萄 糖苷 。(3) JEEE EE <T 'C 暗 处 保存 效果 更 好 。 
(4) 花色 不 可 调 的 ' 带 亚 娜 :八仙 花花 色 苷 对 光照 、 糖 类 和 大 多 数 金 属 离子 更 稳定 ， 只 有 花色 可 调 的 ' 拉 维 
布 兰 ;八仙 花花 色 昔 加 入 中 低 浓 度 〈10~30 mmol LO. AP* 后 由 粉色 变 为 蓝 色 且 稳 定性 提高 ， 而 ' 蒂 亚 娜 "并 
无 此 颜色 变化 ， 表 明 八 仙 花 花色 可 调 性 的 差异 与 其 理化 稳定 性 有 关 。 以 上 研究 结果 为 八仙 花花 色 苷 提取 、 
保存 、 花 色 改 良 以 及 干燥 花 护 色 等 提供 了 理论 依据 。 
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Extraction, identification and physical-chemical stability of anthocyanins 
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Abstract: To explain the reason for different flower color adjustability of Hydrangea macrophylla, non-adjustable 
color ‘Tijana’ and adjustable color ‘Ravi Brent? of Hydrangea macrophylla are used as experimental materials. 
The extraction conditions were optimized and the components of Hydrangea macrophylla anthocyanins were 
measured. Their physical and chemical stability were also explored, aiming to explore the mechanism of flower 
color adjustability. The optimal extraction conditions of Hydrangea anthocyanins by the ultrasonic method were 
determined through Lo (3?) orthogonal experiments. The anthocyanin components were separated and identified 
by UPLC-Q-TOF-MS. And the effects of temperature, light, metal ions and sugars on the physical and chemical 
stability of Hydrangea anthocyanins were also explored in vitro conditions. The results were as follows: (1) The 
optimal conditions for extraction of Hydrangea macrophylla anthocyanins were that the ethanol concentration for 
‘Tijana’ and ‘Ravi Brent’ was 70 % and 80 % respectively, which was the only difference; the ratio of plant 
material to extraction solution was both 1 : 20; and the extraction time was both 20 minutes. (2) The main 
anthocyanin component of the two varieties was both Delphinidin 3-O-glucoside. (3) Hydrangea anthocyanins 
were more stable when stored below 70 °C and in the dark. (4) Both Cu?* and AP* change the color of the 
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anthocyanin solution, and Cu?* specifically improved the stability of the anthocyanin of ‘Tijana’. 10-90 mmol L'! 
Ca?*, AP* and 90 mmol-L-! Mg” had significant effects on the stability of anthocyanin of both varieties. Glucose, 
maltose, sucrose, galactose and 8 96-10 96 concentration of rhamnose increased the stability of the non-adjustable 
color ‘Tijana’ Hydrangea anthocyanin. While 4 96-10 % concentration of rhamnose promotes the stability of 
adjustable color ‘Ravi Brent’ Hydrangea anthocyanin. The non-adjustable color ‘Tijana? of Hydrangea 
macrophylla anthocyanins were more stable to light, sugars and most metal ions, compared with the adjustable 
color ‘Ravi Brent’. Only the anthocyanins of the adjustable color ‘Ravi Brent’ of Hydrangea macrophylla turn 
from pink to blue. And its stability increased after adding low medium concentration (10-30 mmol:L!) of AP*. 
However, the non-adjustable color ‘Tijana’ of Hydrangea macrophylla did not have this kind of color change, 
indicating that the difference in color adjustability of Hydrangea flowers is related to its physical and chemical 
stability. These results provide a theoretical basis for the extraction and utilization of Hydrangea anthocyanins, 
flower color improvement and dry flower color protection. 

Key words: Hydrangea macrophylla, anthocyanins, ultrasonic extraction, identification, physical-chemical 


stability 


Jl (Hydrangea macrophylla) 别名 绣球 ， 为 虎 耳 草 科 (Saxifragaceae) 八仙 花 属 (Hydrangea) 
落叶 灌木 ， 品 种 繁多 且 花 色 丰 富 ， 是 切花 、 盆 花 及 园林 景观 中 的 重要 观赏 植物 。 目 前 对 于 八仙 花花 色 的 
研究 多 集中 于 单个 品种 的 花色 背 提 取 “刘晓东 等 ，2011)、 稳 定性 分 析 〈 贾 洪 菊 ，2011) 或 某 些 品种 间 的 
花色 苷 组 分 鉴定 〈 约 仲 幸 等 ，2017; Li X, etal., 2019; Yoshida K, et al., 2021) 等 。 八 仙 花 花色 丰富 且 在 人 
工 裁 培 条 件 下 具有 一 定 的 可 调 性 。 葛 色 八 仙 花 多 由 粉色 品种 转变 而 成 ， 此 类 八仙 花 称 为 花色 可 调 ( 刁 春 
武 等 ，2017; 杨 娟 等 ，2019); 男 一 部 分 粉色 八仙 花 的 花色 始终 为 粉色 ， 即 花色 不 可 调 ( 邓 和 衍 明 等 ， 
2018). Oyama et al.(2015) 和 Kodama et al.(2016) 均 发 现 ， 在 pH 4.0 条 件 下 ，Al3*、1, $-O- 咖 啡 酰 奎 宁 酸 、 
2, 5-O- 香 豆 酰 奎 宁 酸 与 飞 燕 草 素 -3-O- 葡 萄 糖 背 〈Delphinidin-3-O-glucoside ) 形成 蓝 色 复合 物 ; Li et 
al.(2019) 则 发 现在 含 铝 的 酸性 土壤 中 ， 这 种 蓝 色 复 合 物 的 产生 使 得 八仙 花 由 红色 变 为 蓝 色 ; Yoshida et 
al.(2021) 进 一 步 研 究 发 现 ， 不 同 花 色 的 八仙 花 具 有 相同 的 花色 苷 组 分 ， 花 色 的 差异 源 于 液 泡 内 pH 和 金属 
离子 等 因素 的 差异 。 
目前 既 有 研究 初步 揭示 了 八仙 花 存在 花色 可 调 的 现象 ， 但 对 造成 八仙 花 不 同 品 种 间 花 色 可 调 性 差异 
的 机 制 还 缺乏 较为 系统 深入 的 研究 。 因 此 ， 本 文选 择 花色 不 可 调 的 “ 蒂 亚 娜 〈Tijana) ”八仙 花 和 花色 可 
调 的 “ 拉 维 布 兰 (Ravi Brent) ”八仙 花 为 实验 材料 ， 通 过 Lo (33). 正 交 试验 设计 确定 超声 波 法 提取 花色 
苷 的 最 优 和 条件 ， 利 用 液 质 联 用 CUPLC-Q-TOF-MSO 法 进行 花色 苷 组 分 的 鉴定 ， 通 过 分 光 光 度 计 测定 吸光 
度 值 探 究 了 离 体 条 件 下 温度 、 光 照 、 金 属 离子 和 糖 类 对 八仙 花花 色 昔 理化 稳定 性 的 影响 ， 拟 探讨 以 下 问 
题 : CD) 超声 波 法 提取 八仙 花花 色 昔 的 最 优 条 件 是 什么 ?” (2) 花色 可 调 / 不 可 调 性 的 八仙 花花 色 苷 组 分 有 
何 差异 ? G) 影响 八仙 花花 色 昔 稳定 性 的 因素 在 花色 可 调 /不 可 调 性 之 间 有 无 差异 ? 以 期 为 八仙 花花 色 改 
良 、 花 色 苷 保存 应 用 和 王 燥 花 护 色 提 供 理论 依据 。 


| 材料 与 方法 
1.1 材料 采集 与 预 处 理 

2020 年 1 月 ， 于 上 海 市 闵行 区 某 鲜花 店 购买 花色 不 可 调和 可 调 为 蓝 色 的 粉色 系 八仙 花 品种 “ 蒂 亚 娜 
(图 1 左 ) 和 “ 拉 维 布 兰 ，《〈 图 1 右 ) 切花 为 实验 材料 。 各 选取 5 支 花色 相同 、 形 态 相似 且 完 全 盛开 的 花 
枝 ， 随 机 选取 不 同 花 枝 上 性 状 相似 的 苗 片 ， 每 份 称 取 鲜 重 1.000 g。 
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Fig.1 Cut flower of ‘Tijana’ (left) and ‘Ravi Brent’ (right) Hydrangea macrophylla under the indoor natural 
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lighting 
1.2 方法 
1.2.1 两 个 品种 八仙 花花 色 苷 提取 条 件 的 优化 
利用 Lo (33) 正 交 试 验 设 计 乙 醇 浓 度 (%)、 料 液 比 〈g':mL-D)、 提 取 时 间 (min)， 在 不 高 于 55 CH 
提取 温度 下 优化 八仙 花花 色 背 的 最 佳 提取 条 件 〈 详 见 表 1)。 


表 1 Le (33) 正 交 试验 设计 优化 两 个 八仙 花 品 种 的 花色 苷 提取 条 们 


Table 1 Lo (3?) orthogonal experiment for optimizing extraction conditions of anthocyanins of Hydrangea 


B 


macrophylla 
水 平 X|% Factors 
Level 乙醇 浓度 B 料 液 比 C 提取 时 间 
Ethanol concentration (96) Material-to-liquid ratio (g: mL) Extraction time (min) 
1 60 1:20 20 
2 70 1:30 30 
3 80 1:40 40 
注 : ERREA te Hr E m EE ERRERA Es PeR =E HA, HHRH 10s 间隔 10s。 


Note: Material-to-liquid ratio refers to the ratio of fresh weight of Hydrangea flower sepal sample to volume of extracted 


solution. The extraction time is the sum of ultrasound time and interval time, in which each ultrasound lasts for 10 s and then 


interval of 10 s. 


提取 方法 参照 孙 


TÆ (2010) 和 Park et al.(2014) 的 方法 3 


略 作 修改 。 将 八仙 花样 品 在 液 氮 中 看 


磨 成 


粉末 后 ， 按 表 1 中 的 提取 条 件 进行 超声 法 提取 ， 得 到 花色 苷 提取 液 。 
采用 pH 示 差 法 对 八仙 花花 色 昔 提取 液 中 花色 苷 含量 进行 测定 ， 参 照 徐 文秀 和 刘 俊 (20200 的 方法 并 
略 作 修改 ;， 利 用 如 下 Fuleki 公式 〈1968) 计算 花色 苷 含量 : 
4=(4r-4zoo)pH1.0-(4r-4zoo)pH4.5; (1) 
C= Ale/|LXMX DFX VIW (2) 
式 中 : A: 吸光度 值 ，4:、4zw 分 别 为 最 大 吸收 波长 和 700 nm 处 的 吸光 度 值 ，C: 花色 苷 含量 (mgg! 


FW); e: RERA- 
(449.2); DF: 稀释 
1.2.2 两 个 品 


-O- 葡 萄 糖苷 的 摩尔 漳 
TAG V: 体积 (mL ); 
八仙 花花 色 苷 组 分 分 离 鉴 定 
花色 苷 组 分 的 分 离 鉴定 参照 郁 唱 晶 等 
极 杆 飞 行 时 间 质 谱 联 用 仪 
有 限 公 司 ) 对 八仙 花花 色 苷 组 分 进行 鉴定 分 析 。 


(g)。 


(20200 的 方法 并 上 略 作 修改 。 采 月 
(ACQUITY I class UPLC / 2D H class & Vion IMS QTOF MS, EIRY 
含有 矢 车 菊 素 -3-O- 葡 萄 


和 飞 燕 草 素 -3-O- 葡 萄 糖苷 等 13 种 花色 


昔 的 混合 标准 


了 光 系数 (26900); L: 光 程 (1 cem); M: 
W: 样品 质量 
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im (European Pharmacopoeia Reference Standard) 购 


自 法 国 EDQM 公司 。 
UPLC 分 析 条 件 : 柱 温 45C， 流 速 0.4 mL'min1， 进 样 体积 3 uL; 流动 相 A 液 : 0.1 % 甲 酸 溶液 CV y 
m| V 00.1 : 99.9); 流动 相 B 液 : 含 0.1% FRAIS CV qu | V 270.1 : 99.9)。 梯 度 洗 脱 程序 : 0 min, 
95%A, 5%B; 3min, 80%A, 20%B; 10min, 0%A, 100%B; 12min, 096A, 10096B; 15min, 
5%A, 95964 B; 19min, 596A, 9596 B. 
质谱 分 析 条 件 : 电 喷 雾 电 离 ， 正 离子 检测 模式 ， 扫 描 范围 为 50 ~ 1 000 m:z1， 扫 描 速 度 为 0.2 s; € 
细 管 电压 2000 V, FLEE 40V, ZARE 450 C, ZAME 900 L:hn!， 锥 孔 反 吹 气 50 Lh, ES 
子 源 温度 115 C. 
1.2.3 两 个 八仙 花 品 种 花色 苷 稳定 性 的 影响 因素 分 析 
基于 1.2.1 的 优化 条 件 进行 两 个 八仙 花 品 种 花色 苷 的 提取 ;: 花色 苷 的 理化 稳定 性 分 析 参 照 贾 洪 荧 
(2011) 和 咎 立 峰 等 〈2017) 的 方法 并 略 作 修 改 。 为 排除 金属 离子 和 糖 类 改变 花色 苷 结构 而 影响 最 大 吸 
收 波长 ， 故 先 在 500-600 nm 波长 范围 内 进行 各 处 理 组 扫描 ， 根 据 吸 光度 值 A 确定 最 大 吸收 波长 。 
1.2.3.1 温度 对 花色 苷 稳定 性 的 影响 
利用 紫外 -可 见 分 光 光 度 计 测定 室温 条 件 下 花色 苔 提取 液 的 吸光 度 Ao; 将 花色 苷 提取 液 分 别 置 于 30~ 
100 CC 水 浴 锅 中 加 热 1 h， 测 定 最 大 吸收 波长 处 的 吸光 度 值 4r， 计 算 保存 率 并 绘制 成 图 。 
保存 率 /%=(4rdo)x100 (3) 
式 中 : 47 为 在 温度 了 下 处 理 1h 后 的 吸光 度 ; 4 为 室温 下 的 吸光 度 。 
1.2.3.2 光照 对 花色 苷 稳定 性 的 影响 
将 花色 昔 提 取 液 置 于 室内 自然 光 《〈 光 照 强 度 为 1000 Lux) ME HHE) 环境 下 ， 并 于 0、1、2、 
4、8 和 16 d 后 测定 最 大 吸收 波长 处 的 吸光 度 值 ， 计 算 保 存 率 并 绘制 成 图 。 
保存 率 /%=( Ad Ao) 100 (4) 
式 中 : AIEE 上 时 的 吸光 度 ; 4 为 在 时 间 0 时 的 吸光 度 。 
1.2.3.3 金属 离子 对 花色 苷 稳定 性 的 影响 
向 花色 苷 提取 液 中 加 入 等 体积 的 4 个 浓度 (0、10、30 和 90 mmolL1) MgCb. CaCb. 、AlCl 和 
CucCl 溶液 ， 观 察 溶液 颜色 变化 并 测定 最 大 吸收 波长 处 的 吸光 度 值 ， 计 算 保 存 率 并 绘制 成 图 。 
保存 率 /%=( A4440)x100 (5) 
式 中 : 4 为 加 入 浓度 为 c 的 金属 离子 溶液 后 的 吸光 度 ; ho 为 等 体积 纯 水 后 的 吸光 度 。 
1.2.3.4 糖 类 对 花色 苷 稳定 性 的 影响 
向 花色 苷 提取 液 中 加 入 等 体积 的 不 同 质量 分 数 (0、2 96. 4 96. 696. 8 % 和 10 %) 和 葡萄糖、 麦芽 糖 、 
芒 糖 、 半 乳糖 和 鼠 李 糖 溶液 ， 观 察 溶 液 颜 色 变化 并 测定 最 大 吸收 波长 处 的 吸光 度 值 ， 计 算 保 存 率 并 绘制 
成 图 。 


保存 率 /%=( 4w40)x100 (6) 
RP: 4 为 加 入 质量 分 数 为 c 的 糖 类 溶液 后 的 吸光 度 ; 4o 为 加 入 等 体积 纯 水 后 的 吸光 度 。 
1.3 数据 分 析 
每 个 处 理 进 行 3 次 生物 学 重复 。 采 用 Microsoft Office Excel 2016 软件 进行 数据 整理 、 分 析 ， 采 用 
IBM SPSS Statistics 25 软件 进行 正 交 试验 极 差分 析 、 方 差分 析 和 估算 边际 平均 值 计算 ， 采 用 GraphPad 
Prism 8 软件 绘 


2 结果 与 分 析 
2.1 两 个 八仙 花 品 种 花色 音 超 声波 法 最 佳 提取 条 件 的 优化 

对 表 1 正 交 试验 中 各 提取 条 件 下 的 花色 昔 含 量 进行 极 差分 析 和 方差 分 析 〈 表 2-4)。 结 果 表明 ， 处 理 
组 合 1 (60 % 乙 醇 +1 : 20 料 液 比 +20 min 提取 时 间 ) 为 正 交 试验 中 的 最 佳 提 取 条 件 ，“ 带 亚 娜 ”和 “ 拉 维 
布 兰 ”八仙 花花 色 彰 含量 最 高 可 达 63.678 ugg! FW 和 149.177 ugg! FW; 3 个 提取 条 件 对 花色 苷 提取 量 


的 影响 顺序 依次 是 料 液 比 > 提取 时 


间 > 乙 醇 浓 度 ， 其 中 料 液 比 对 花色 背 含 量 的 影 


响 最 大 ， 达 到 极 显著 差异 ; 


提取 时 间 的 影响 则 达到 显著 或 极 显著 差异 ， 乙 醇 浓 度 对 “和 带 亚 娜 ”八仙 花花 色 背 含量 影响 不 显著 。 


d 2 EEA AEN 


严 娜 ”八仙 花花 色 昔 的 含量 及 极 差分 析 


Table 2 The contents of anthocyanins and range analysis from ‘Tijana’ Hydrangea macrophylla 


jtd dy 


m 乙醇 浓度 B 料 液 比 C 提取 时 间 RENAE 
Ethanol concentration Material-to-liquid ratio Extraction time Anthocyanin content ACY 
ii cà (mL) (min) Ugg! FW) 
1 1 (60) 1 (1:20 1 (20) 63.678 
2 1 2 (1:30) 2 (30) 45.087 
3 1 3 (1:40) 3 (40) 37.851 
4 2 (70) 1 2 61.229 
5 2 2 3 45.087 
6 2 3 1 44.530 
7 3 (80) 1 3 53.436 
8 3 1 50.097 
9 3 3 2 31.171 
kl 48.872 59.447 666 67 52.768 333 33 
k2 50.282 46.757 45.829 
k3 44.901 333 33 37.850 666 67 45.458 
R 5.380 666 667 21.597 7.310 333 333 


表 3 超声 波 法 提取 “ 拉 维 


布 兰 ” 八 仙 花 花色 背 含 量 及 极 差分 析 


Table 3 The contents of anthocyanins and range analysis from *Ravi Brent Hydrangea macrophylla 


"m 乙醇 浓度 B 料 液 比 C 提取 时 间 花色 苷 含量 
Ethanol concentration Material-to-liquid ratio Extraction time Anthocyanin content 

lá (à 人 mL (min) ACY (ug! FW) 

1 1 (60) 1 (1:20 1 (20) 149.177 

2 1 2 (1:30) 2 (30) 116.892 

3 1 3 (1:40) 3 (40) 122.458 

4 2 (70) 1 2 148.063 

5 2 2 3 106.873 

6 2 3 1 142.497 

7 3 (80) 1 3 148.063 

8 3 2 1 138.601 

9 3 3 2 149.177 

k1 129.509 148.434 333 3 143.425 

k2 132.477 666 7 120.788 666 7 138.044 

k3 145.280 333 3 138.044 125.798 

R 15.771 333 33 27.645 666 67 17.627 


表 4 “ 带 亚 娜 ”和 “ 拉 维 布 兰 ”八仙 花 正 交 试验 结果 的 方差 分 析 
Table 4 Variance analysis of orthogonal test of ‘Tijana’ and ‘Ravi Brent’ Hydrangea macrophylla 


z4 


算 分 析 可 知 ， 


20， 提 取 时 间 为 20 min; 而 
: 20， 提 取 时 间 
最 优 组 合 条 件 进行 3 次 
而 “ 拉 维 布 兰 ” 的 花色 苷 


料 液 比 为 1 


响 


“ 拉 维 


布 兰 ”八仙 花花 色 i 


带 亚 娜 ”和 “ 拉 维 布 兰 ” 


为 20 min; 


复 性 验证 实验 
d 


IH 


E 


与 表 2m RA 
FH 
量 高 达 153.630 ug:gLFW， 均 超过 了 表 2 中 已 知 的 最 但 


B 


F 均 值 ， 测 得 


. 离 均 差 平方 和 自由 度 F 值 显著 水 平 
品种 变异 来 源 均 方 
Sum of squared ^ Degree of F Significant 
Variety Source of variation Mean square 
deviations freedom value level 
乙醇 浓度 Ethanol concentration (96) 46.706 2 23.353 3.17 
TH E5 Material-to-liquid ratio 706.806 2 353.403 47.968 Wo 
EXAM 
提取 时 间 Extraction time (min) 101.733 2 50.866 6.904 * 
‘Tijana’ 
误差 Error 14.735 2 7.368 
总 和 Sum 869.98 8 
165.56 
乙醇 浓度 Ethanol concentration (96) 421.456 2 210.728 d 
2 
459.60 
“ 拉 维 布 兰 ” 料 液 比 Material-to-liquid ratio 1 169.988 2 584.994 
9 
‘Ravi 
、 192.34 
Brent’ 提取 时 间 Extraction time (min) 489.631 2 244.815 ^ 
3 
误差 Error 2.546 2 1.273 
总 和 Sum 2 083.621 8 
dE: * 表 示 影 响 因 素 差 异 显 闭 ， 粒 表示 影响 因素 差异 极 显著 。 


Note: *Means significant differences in influencing factors, **means extremely significant differences in influencing factors. 

根据 表 2. 3 的 实验 结果 分 别 对 影 
“ 蒂 亚 娜 ”八仙 花花 色 昔 的 最 优 提取 条 件 组 合 是 AzBIC1， 即 乙醇 浓度 为 70 %， 料 液 比 为 1 : 
苷 提取 的 最 优 条 件 则 是 A3B1iC1， 即 乙醇 浓度 为 80 %， 
于 乙醇 浓度 | 
“ 带 亚 娜 ”的 花色 昔 含 量 为 70.135 ugg! FW, 


八仙 花花 色 背 含量 的 三 个 因素 进行 估 


er ZS 
n] 全 


2155 


的 


80 %。 依 据 图 


60 % 提 高 


EHS ABC WUE S 


图 2 基于 正 交 试验 结果 估算 三 个 因素 对 ' 带 亚 娜 5 和 ' 拉 维 


乙醇 浓度 Ethanol concentration (%) 


料 液 比 Material-to-liquid ratio 


& ME 
估算 结果 的 正确 性 。 
sE 
E gq 510 60.0 54.0 
ed 
I z3 50 55.0 52.0 
mag 9 50.0 Soo 
M BB 48.0 MA . 
A E 47.0 " 48.0 
is 460 40.0 
JES 45.0 46.0 
ES 35.0 
60 70 80 1:20 1:30 1:40 20 30 40 
乙醇 浓度 Ethanol concentration (%) 料 液 比 Material-to-liquid ratio 提取 时 间 Extraction time (min) 
Ga) FEAP EST) ‘Tijana’ (non-adjustable) 
sE 145.0 
"Hi 150.0 5. 
gt b 145.0 145.0 | 
"E E 140.0 bs: 
As E 140.0 ] [ 
TSE 135.0 135.0 
A E 8 135.0 130.0 | 
PIE 130.0 
TE 125.0 | 
E noo s 120.0F_ — Y j 125.0 | 
As 60 70 80 1:20 1:30 1:40 20 30 40 


提取 时 间 Extraction time (min) 


(b) ' 拉 维 布 兰 : (花色 可 调 ) ‘Ravi Brent? (adjustable) 


布 兰 "八仙 花花 色 苷 


含 


量 的 影响 


Fig.2 Effect of three factors in orthogonal test on the extraction of anthocyanins of Hydrangea macrophylla 
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2.2 两 个 八仙 花 品 种 花色 苷 的 组 分 鉴定 

根据 紫外 -可 见 光谱 吸收 特征 ， 在 520 nm 处 检测 
UPLC-Q-TOF-MS 鉴定 为 飞 燕 草 素 -3-0- 葡 萄 糖苷 (图 3 
含 飞 燕 草 素 -3-O- 葡 萄 糖苷 。 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


得 1 种 花色 苷 类 物质 ; 利用 花色 苷 混合 标准 品 和 
) 。 说 明 这 两 种 八仙 花 的 花色 昔 组 分 无 差异 ， 均 只 


(a) 飞 燕 草 素 -3-O- 葡 萄 糖苷 分 子 结 


构图 (Schreiber HD, et al, 2011) 


Molecular structure of Delphinidin 3-O-glucoside 


Kil CE 3-O- f W WE EE 
Delphindin-3-O-glucoside 


2000 

D 1500 
El 
8 

= 1000 
Es 
5 

500 

0 

2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 
保留 时 间 Retention time (min) 
(p) “东亚 娜 /' (花色 不 可 调 ) 
飞 燕 草 素 -3-O- 葡 萄 糖苷 
10000 Delphindin-3-O-glucoside 

7 500 
2 
E 

f 5000 
de 
E] 


2500 


25 5 75 10 12.5 15 17.5 
保留 时 间 Retention time (min) 


(c) ' 拉 维 布 兰 :〈 花 色 可 调 ) 


465.10261 


20000 


303.04978 
[ ^ 


*» 


20 000 


100 200 300 400 500 600 
碎片 信息 Observed mass (m:z") 


‘Tijana’ (non-adjustable) 


465.102 55 


100 200 300 400 500 600 
碎片 信息 Observed mass (m-z') 


*Ravi Brent (adjustable) 


图 3 UPLC-Q-TOF-MS i5: 3& XE P ilie i PE ESI HE CS ET AH AT 
Fig.3 Identification of anthocyanin component in Hydrangea macrophylla with UPLC-Q-TOF-MS 


2.3 离 体 条 件 下 4 PARANA E PRAE CELA S XE VE BS REA 


基于 2.1 正 交 试验 筛选 出 的 最 佳 提取 条 件 〈70 96 F 
获得 “ 带 亚 娜 ”和 “ 拉 维 布 兰 ”八仙 花花 色 苷 提取 液 
度 、 光 照 和 添加 金属 离子 、 糖 分 对 花色 普 理 化 稳定 怕 


I| 80 % 乙 醇 浓 度 ，1 : 20 料 液 比 ，20 min 提取 时 间 )， 
; 利用 单 因 素 随 机 区 组 实验 设计 研究 4 种 因素 ( 温 
的 影响 。 
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2.3.1 温度 

以 室温 下 的 八仙 花 提 取 液 中 的 花色 苷 保存 率 为 100% OS ERO, ，“ 带 亚 娜 ”和 ““ 拉 维 布 兰 ' 八 仙 花 提 
取 液 中 的 花色 苷 在 30-100 保存 率 变 化 趋势 基本 相同 ， 如 图 4 所 示 。 在 二 40 CC 水浴 中 放置 15 时 保持 稳 
定 ， 在 40~70 C 范 围 内 略 有 下 降 ， 当 温度 三 80 'C 时 则 迅速 下 降 至 100 人 差异 不 显著 ， 表 明 两 个 品种 八仙 
花 的 花色 苷 热 稳 定性 相近 ， 且 随 着 温度 的 升 高 稳定 性 下 降 ， 其 中 以 70 "C 以 下 保存 最 为 适宜 。 


1S0 广 —9— WAR ‘Tijana' 


~ 和- 拉 维 布鞋 ‘Ravi Brent 


保存 率 Retention rate( %) 


30 40 50 60 70 80 90 100 
温度 Temperature( ^C) 


小 写字 母 相 同 者 表示 在 0.05 水 平 下 差异 不 显著 。 下 同 。 
Those with the same lowercase letters have no significant difference at the 0.05 level. The same below. 
图 4 水 浴 温 度 对 两 个 八仙 花 品种 提取 液 中 花色 苷 稳定 性 的 影响 
Fig. 4 Effects of water bath temperatures on the stability of anthocyanins in Hydrangea macrophylla 

23.2 光照 条 件 

如 图 5 所 示 ， 不 论 是 光照 还 是 避 光 条 件 下 ， 两 个 八仙 花 品 种 的 花色 昔 保 存 率 均 随 着 时 间 延 长 呈 下 降 
趋势 ， 但 “和 带 亚 娜 ”明显 高 于 “ 拉 维 布 兰 ”， 表 明 花 色 不 可 调 的 ' 带 亚 娜 " 的 花色 苷 较 花 色 可 调 的 “ 拉 维 
布 兰 ”更 稳定 。 两 个 八仙 花 品种 的 花色 苷 避 光 保存 时 的 保存 率 显著 高 于 自然 光照 下， 其 中 “和 蒂 亚 娜 ”人 花 
色 苷 避 光 保存 16 d 时 的 保存 率 比 室内 自然 光照 条 件 高 出 16.92 %，“ 拉 维 布 兰 ” 则 高 出 44.11 %， 表 明 花 
ERR MEDE REESI FE EEIE ERUR. 


e CALME ARE 
*Tijana' indoor without lighting 


z o CEU EDITT: 
b e Tijana” indoor natural lighting 
2 
E 
g bi 
£ ..e-. WNE KNEG 
= “Ravi Brent indoor without lighting 
E 
* o- “ 拉 维 布 兰 ， 室 内 自然 光 
ww *Ravi Brent indoor natu n d ing 
EXEC : 
oL—L- LL LL 01 I LOOOL ET 
0.12 34 5. 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 
时 间 Time( d) 


图 5 室内 训 光 与 自然 光照 下 两 个 八仙 花 品 种 提取 液 中 花色 蔡 稳 定性 的 影响 
Fig. $ Effects of indoor light conditions on the anthocyanin stability of Hydrangea macrophylla 


2.3.3 金属 离子 

向 两 个 八仙 花 品种 的 花色 苷 提取 液 加 入 等 体积 90 mmol- LI MgClo. CaCb. AlCl F Cuch 溶液 ， 观 察 
金属 离子 对 花色 昔 颜 色 的 影响 。 只 有 加 入 Cu 后 均 会 由 粉色 变 为 绿色 ; 加 入 Al* 会 使 “ 带 亚 娜 ”提取 液 
由 浅 粉 色 变 为 黄色 ，' 拉 维 布 兰 ' 提 取 液 则 由 深 粉 色 变 为 蓝 紫 色 ( 表 5)。 
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K 5 金属 离子 对 两 个 八仙 花 品 种 花色 苷 提取 液 颜 色 的 影响 


Table 5 Effects of metal ions on the color of anthocyanin extraction solution in Hydrangea macrophylla 


品种 Variety 金属 离子 Metalion (90 mmol- L!) 溶液 颜色 Solution color 
无 None 粉色 Pink 
us Mg” 粉色 Pink 
TEAR 
Ca? 粉色 Pink 
Tijana 
Cu? 绿色 Green 
ADB* 黄色 Yellow 
无 None 粉色 Pink 
"T Mg” 粉色 Pink 
“ 拉 维 布 兰 ” 
Ca?* 粉色 Pink 
*Ravi Brent? 
Cu? 绿色 Green 


AP* 


蓝 紫 色 Blue purple 


花色 苷 类 物质 的 最 大 吸收 波长 一 般 在 500~600 nm 范围 内 。 左 玉 和 田 芳 (20140 的 研究 表明 ， 某 些 金 
属 离子 或 糖 类 可 与 花色 苷 形成 复合 物 ， 使 其 吸收 波长 范围 发 生 改变 ， 从 而 引起 颜色 变化 ， 有 些 甚至 可 能 


会 对 原 有 花色 昔 的 物质 结构 造成 破坏 而 使 花色 苷 分 解 ， 


使 其 在 500~600 nm 波长 范围 内 不 出 现 吸收 峰 。 攻 


此 ， 在 500~600 nm 范围 内 对 处 理 后 的 两 种 八仙 花花 色 苔 提取 液 进 行 全 波长 扫描 ， 以 确定 最 大 吸收 波长 并 


测量 吸光 度 ， 结 果 见 图 6。“ 带 亚 娜 ”花色 不 可 调 ) 


提取 液 加 入 Mg”* 后 最 大 吸收 波长 仍 为 560 nm; 但 


加 入 Ca*、Cu”* 和 AB! 后 ， 最 大 吸收 波长 均 为 565 nm。 


Mg 
i 


500 550 560 600 
波长 Wavelength (nm) 


025 Cu” 


吸光 度 OD 


550 565 600 


波长 Wavelength (nm) 


竖 向 虚线 表示 为 最 大 吸收 波长 。 下 同 。 


Dotted line is the maximum absorption wavelength. The same below. 


ca 


Lorca ca aca a Eau d oa ca ca caca ca dona 


550 565 600 
波长 Wavelength (nm) 


3+ 
0.25 Al ' ----- 0 mmol/l 


PEIEE EErEE Er EE PIPER n 
550 565 600 


波长 Wavelength (nm) 


图 6 金属 离子 对 “ 带 亚 娜 ”八仙 花 提 取 液 中 花色 苷 最 大 吸收 波长 的 影响 


Fig. 6 Effect of metal ions on the maximum absorption wavelength of ‘Tijana’ Hydrangea macrophylla 


花色 可 调 的 “ 拉 维 布 兰 ”八仙 花 提取 液 中 的 花色 并 在 加 入 Mgr 4. Ca 后 最 大 吸收 波长 没有 改变 ， 仍 


为 540 nm; 但 加 入 Cu” 后 吸光 度 维持 在 一 个 较 低 的 水 平 且 无 明显 的 吸收 峰 ， 表 明 花 色 昔 与 Cu? ECL EC 
# 箔 体系 发 生 了 改变 ， 吸 收 波长 也 发 生 了 改变 ， 从 而 使 颜色 发 生 改变 ;加 入 Al* 后 长 波 方向 的 吸收 范围 
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增 大 导致 提取 液 呈 蓝 色 〈 图 7)， 这 一 


和 1 
500 540 550 600 
波长 Wavelength (nm) 


Cu? 

[E —— xm 0. 
A 
[s] 

PEXIS 0 
R 
E 

0. 

500 S40 550 EN 
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结果 与 表 5 的 观察 结果 相 一 致 。 


hr ri 
500 540 550 600 
波长 Wavelength (nm) 


AP 0 mmol/L 


—k— 10 mmolil 
一 一 30mmolL 


—LH- 90 mmol. 


500 550 600 
波长 Wavelength (nm) 


图 7 金属 离子 对 “ 拉 维 布 兰 ” 八 仙 花 品种 提取 液 中 花色 昔 最 大 吸收 波长 的 影响 


Fig. 7 Effect of metal ions on the maximum absorption wavelength of *Ravi Brent Hydrangea macrophylla 


由 图 8 可 知 ，4 种 金属 离子 对 两 种 八仙 花花 色 背 稳定 性 的 影响 具有 差异 性 。 


高 浓度 C90 mmol.L-) 


Mg” 和 Ca 关 均 有 助 于 提高 两 者 的 稳定 性 ，Al 对 “和 带 亚 娜 ”花色 音 稳 定性 的 影响 呈现 先 降低 、 后 升 高 的 
变化 趋势 ， 但 显著 提升 了 “ 拉 维 布 兰 ”八仙 花花 色 昔 的 稳定 性 。Cu2 对 两 者 的 影响 效果 恰恰 相反 ， 其 中 


高 浓度 时 可 显著 提高 “ 蒂 亚 娜 ， 


的 花色 背 稳 定性 ， 而 使 “ 拉 维 布 兰 ” 八 仙 花 花色 昔 的 稳定 性 降 至 最 低 ， 


表明 Cu 可 特异 性 地 提升 “ 蒂 亚 娜 ”花色 苷 的 稳定 性 。 


150 Mg 150r- 
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Those with the same lowercase letters of the same variety have no significant differences at the 0.05 level. The same below. 
图 8 金属 离子 对 两 个 八仙 花 品种 提取 液 中 花色 苷 稳定 性 的 影响 
Fig. 8 Effect of metal ions on the stability of anthocyanins of Hydrangea macrophylla 


2.3.4 糖 类 
加 入 5 种 糖 类 后 两 个 八仙 花 品种 


的 花色 音 溶 液 颜色 均 不 变 ， 对 其 


ff 500—600 nm 波长 范围 内 的 全 波 


长 扫描 发 现 ， 只 有 加 入 葡萄 糖 溶液 使 “ 带 亚 娜 ”提取 液 的 最 大 吸收 波长 变 为 565 nm; 其 他 条 件 下 的 最 大 


吸收 波长 仍 保持 为 540 nm。 添 加 5 种 糖 类 对 “和 带 亚 娜 ”八仙 花花 色 萌 的 稳定 全 


整体 优 于 “ 拉 维 布 兰 ” 八 


仙 花 ;和 葡萄糖、 麦芽 糖 、 芒 糖 、 半 乳糖 和 高 浓度 (896-1096) 鼠 李 糖 均 可 以 增加 花色 不 可 调 的 “ 蒂 亚 娜 ， 
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图 9 糖 类 对 两 个 八仙 花 品 种 提取 液 中 花色 昔 稳 定性 的 影响 
Fig. 9 Effects of sugars on the stability of anthocyanins in Hydrangea macrophylla 


3 讨论 与 结论 
在 参考 既 有 看 
超声 波 法 提取 花色 苷 的 最 优 条 件 是 : 


除 中 高 浓度 〈4 %~10 %) 鼠 李 糖 促 进 花 色 可 调 的 “ 拉 维 布 兰 ” 八 仙 花 花色 昔 的 
外 ， 其 他 3 种 糖 类 对 此 均 无 影响 (图 9)。 
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究 结果 的 基础 上 ， 作 者 首先 利用 正 交 试验 设计 优化 了 八仙 花花 色 苷 提取 条 件 ， 确 定 了 


“ 蒂 亚 娜 ”为 乙醇 (pH 2.0) 浓度 70 %， 料 液 比 1 : 20， 提 取 时 间 
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20min; “ 拉 维 布 兰 ”为 乙醇 (pH 2.0) 浓度 80 %， 料 液 比 1 : 20， 提 取 时 间 20 min， 这 一 结果 与 刘晓东 
等 (2011) 同类 研究 相 比 耗 时 更 短 ， 效 率 更 高 。 除 此 之 外 ， 提 取 温 度 、pH 值 和 提取 方法 等 均 会 影响 花色 
苔 含量， 后续 可 以 通过 增加 多 因素 、 多 水 平 正 交 试验 设计 进一步 优化 提取 方法 。 
作者 利用 液 - 质 联 用 法 从 两 个 八仙 花 品种 的 花色 苷 提取 液 中 只 鉴定 出 飞 燕 草 素 -3-0- 葡 萄 糖苷 ， 这 一 组 
分 与 Hayashi et al.(1953) 对 粉色 和 蓝 色 八 仙 花 的 研究 结果 一 致 ， 但 歼 仲 幸 等 (2017) 以 矢 车 菊 -3，5- 双 葡 
萄 糖苷 为 外 标 ， 通 过 液 - 质 联 用 法 在 “ 蓝 色 妈妈 ”八仙 花 中 检测 到 了 芍药 花 素 -3- 葡 萄 糖苷 、 飞 燕 草 素 -3- 葡 
萄 糖苷 、 飞 燕 草 素 -3- 戊 糖 -5- 葡 萄 糖苷 等 12 种 花色 苷 ， 推 测 这 一 结果 差异 除 受 设备 检测 条 件 、 添 加 花色 
昔 混 合 标 样 的 最 低 检 出 限 影响 外 ， 还 可 能 与 采集 的 八仙 花 品种 、 生 境 与 发 育 阶段 有 关 。 
两 个 八仙 花 品 种 具有 相同 的 花色 苷 主 组 分 ， 由 此 判定 花色 可 调 性 不 仅 与 花色 苷 种 类 有 关 ， 更 重要 的 
是 受 其 结构 、 稳 定性 及 旦 色 条 件 影响 。 由 稳定 性 分 析 结 果 可 知 : (1) 2 个 八仙 花 品 种 的 花色 昔 在 70 "C 以 
下 均 具 有 较 好 的 热 稳定 性 ， 在 温度 < 70 保存 效 果 更 好 。 这 一 结果 与 贾 洪 菊 (2011) 的 研究 结论 一 致 ; 
这 是 因为 高 温 会 促进 花色 苷 结构 中 糖苷 的 水 解 ， 从 而 使 其 失去 对 花色 素 的 保护 作用 ， 加 速 花 色素 的 降解 
(Laleh GH et al., 2006)。(2) 八仙 花花 色 苷 在 避 光 条 件 下 保存 率 更 高 。 在 粗 梗 稠 李 Padus napaulensis) 
( 李 晓 娇 等 ，2020)、 白 杜 CEuonymus maackii) CRIES, 2019) 等 花色 苷 中 也 有 类 似 的 发 现 ， 这 是 因为 
= 光照 下 花色 昔 降 解 符 合 一 级 动力 学 反应 ， 比 避 光 条 件 下 的 降解 显著 加 快 〈Ochoa MR, et al., 2001). 184E 
2 色 可 调 的 “ 拉 维 布 兰 ”八仙 花花 色 苷 较 花 色 不 可 调 的 “ 蒂 亚 娜 ”对 光照 更 敏感 ， 可 见 花色 可 调 的 八仙 花 
花色 苷 结构 更 不 稳定 。(3) 和 葡萄糖 、 麦 芽 糖 、 芒 糖 、 半 乳糖 和 高 浓度 (8 %~10 960 鼠 李 糖 均 可 以 增加 花 
色 不 可 调 的 “ 蒂 亚 娜 ”八仙 花花 色 昔 的 稳定 性 ; 但 只 有 中 高 浓度 (4 %~10 %) 鼠 李 糖 可 促进 花色 可 调 的 
“ 拉 维 布 兰 ”八仙 花花 色 昔 的 稳定 性 。 这 些 结果 表明 ， 花 色 可 调 的 八仙 花花 色 苷 较 花 色 不 可 调 者 更 不 稳 
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当 ' 拉 维 布 兰 ' 八 仙 花 花色 昔 加 入 中 低 浓度 〈10~30 mmolL1) Ab 后 ， 花 色 苷 稳定 性 显著 提高 ， 颜 色 
由 粉色 变 为 蓝 色 ; 而 “ 带 亚 娜 * 并 无 此 颜色 变化 ， 这 可 能 是 导致 两 个 八仙 花 品 种 花色 可 调 性 存在 差异 的 根 
本 原因 所 在 。Kosaku et al.(1985; 1990) 早 期 研究 发 现 ，3- 咖 啡 酰 奎 尼 酸 或 3- 对 - 香 豆 酰基 奎 宁 酸 能 够 与 
~ Al* 和 飞 燕 草 素 -3- 葡 萄 糖苷 在 体外 形成 蓝 色 络 合 物 ;Oyama et al.(2015) 的 研究 表明 也 佐证 了 这 一 推测 ， 飞 
= 燕 草 素 -3-O- 葡 萄 糖 背 与 AHB+ ERT WECLBU ELI. ERDERA BUE CLPEREDA EC. EEEN 
co 调 的 “ 蒂 亚 娜 ， 八 仙 花 中 ， 飞 燕 草 素 -3-O- 葡 萄 糖苷 可 能 更 稳定 且 不 易 与 AB+ 结合 ， 使 花色 始终 保持 粉色 
I 而 在 花色 可 调 的 “ 拉 维 布 兰 ” 八 仙 花 中 ， 飞 燕 草 素 -3-O- 葡 萄 糖苷 可 能 更 易 与 AD 五 合 形成 更 稳定 的 蓝 色 

络 合 物 ， 使 花色 由 粉色 转变 为 蓝 色 。 

由 于 本 研究 仅 局 限于 体外 花色 苷 提取 液 的 部 分 稳定 性 影响 因素 的 单一 实验 ， 上 述 研 究 还 有 待 于 通过 

多 因素 正 交 试验 设计 验证 各 因素 间 的 交互 作用 ， 以 及 在 室外 盆栽 试验 或 园林 景观 绿化 工程 中 开展 环境 条 

件 与 花色 苷 形成 、 稳 定性 及 花色 可 调 性 机 制 的 研究 ， 为 开发 八仙 花花 色 可 调 性 提供 科学 依据 。 
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